Studies on a novel endo-β-N-acetylglucosaminidase from the basidiomycete, Flammulina velutipes by 濵口, 祐
氏 名 濡 ロ 祐
学 位 の 種 類 博 士 （理学）
学 位 記 番 号 第 5 4 6 8号 
学 位 授 与 年 月 日 平 成 2 2 年 3 月 2 4 日 
学 位 授 与 の 要 件 学 位 規 則 第 4 条第 1 項
学 位 論 文 名 祖子隹Flammul ina 由来新規エンド-於ァセチルグルコサミニ
ダーゼに関する研究
(Studies on a novel endo-0 -A^-acetyIglucosaminidase from the 
basidiomycete. Flamulina velutipes)
論 文 審 査 委 員 主 査 教 授 田 中 俊 雄  副 査 教 授 寺 北 明 久
副 査 准 教 授 伊 藤 和 央
| j | 夕' ! ^ ] g  m 胃 旨
アスパラギン結合型糖鎖を遊離するエンド- iS- # アセチルグルコサミニダーゼは様々な生物種か 
ら見出されてきたが、担子菌由来酵素の性状は不明であった。筆者は、担 子 菌 velutipes 
から同酵素を精製し、エンド-/S - # アセチルグルコサミニダーゼF V (エンドF V )と命名し、その性質 
を解明した。また、本酵素遺伝子をクローニングし、構造上の特徴を明らかにするとともに同遺伝子 
の発現系を構築し、組換えエンドF V の性質を検討した。
エンドF V には2 つの分子種(エンドF V - I 、 I I )が存在し、いずれも分子量3 4 ,0 0 0 で、同様の反 
応動力学パラメーターを示した。これらは、アスパラギン結合型糖鎖をハイマンノース型> ハイプリ 
ッド型の順に遊離し、コンプレックス型には作用しなかった。また、糖鎖遊離の際アグリコン部分の 
影響を受けた。さらに、糖鎖転移活性を示すことが明らかとなった。
次いで、筆者は、エンドF V のアミノ酸配列をもとにその遺伝子をクローニングした。エンドF V  
遺伝子の開始コドン近傍にはK o z a k配列が存在した。一方、本酵素のゲノムD N A にはイントロン 
は存在しなかった。エンドF V の一次構造にはキチナーゼ活性中心モチーフが存在した。このため、 
エンドF V は G H ファミリー1 8 に属し、真核生物にも同ファミリーに属すエンド- 13 アセチルグ 
ルコサミニダーゼが存在することが明らかとなった。また、エンドF V はキチナーゼ活性を示さない 
が、その一次構造は糸状菌由来クラスE lキチナーゼと相同性が高く、糖鎖構造特異性が酷似した 
StreptomycespJicatus由来エンドH との相同性は低かった。しかし、その三次構造はエンドH と 
相同性が高いことが予測された。このため、エンドF V は、キチナーゼがエンドH 様の折れたたみ 
構造をとるようになった新規な酵素であると考えた。
さらに、筆者は、大腸菌、酵母および糸状菌でのエンドF V 遺伝子の発現系を構築した。大腸菌と 
糸状菌で発現した組換えエンドF V は、 故かe s が産生するものと同様の糖鎖構造特異性を示し 
た。一方、酵母で発現したエンドF V は糖鎖構造特異性が異なっていた。また、組換えエンドF V は、 
F. veJutipesの ネ タ プ U亍了一 ビによって限定分解を受けることから、エンドF V のプロセシング 
機構が存在することが示唆された。
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨
エンド- アセチルグルコサミニダーゼは、アスパラギン結合型糖鎖遊離酵素で、糖鎖の異化機 
構への関与が想定されているが、その詳細は不明である。また、動物、植物、微生物から見出されてき 
たが、担子菌由来酵素の研究はほとんどない。本論文は、Flamnulina が産生する酵素をエン
ドF Vと命名し、その酵素化学的性質と遺伝子の解析から得られた結果をまとめたものである。
筆者は、2 つのエンドFV分子種を見出し、単一に精製した。いずれも同様の酵素化学的諸性質を示 
し、糖鎖のハイマンノース型とハイブリッド型に作用し、コンプレックス型には作用せず、糖鎖転移 
活性を示すことを明らかにした。次いで、本酵素遺伝子をクローニングし、開始コドン近傍にKozak 
配列が存在し、本酵素ゲノムDNAにイントロンがないことを明らかにした。さらに、エンドF V は GH 
ファミリー1 8 に属す新規酵素で、同ファミリーの酵素が真核生物に存在することを最初に提示した。 
また、エンドF Vは、特異性が酷似したStreptomyces由来エンドH よりも糸状菌由来キチナーゼと一
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次構造上似ているが、予想三次構造はエンドH と相同性が高いことを見出した。そして、進化の過程 
でキチナーゼがエンドH 様の折りたたみ構造をとるようになったものと推察した。さらに、遺伝子発 
現系を構築し、発現系によってエンドFVの糖鎖構造特異性が異なることを見出した。また、組換えエ 
ンドFVが、F. F6■ノ の金属プロテアーゼで限定分解され活性化することを見出し、プロセシング
機構の存在を提唱した。
以上のように、本論文は生物分子機能学、とりわけ酵素化学の分野において寄与するところが大き 
く、博士 (理学）の学位を授与するに値すると審査した。
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